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1.要 旨
大腸菌大規模欠失株を用いたDNA修復に関与する新規遺伝子の同定と解析
大腸菌 は分子 レベルで最 もよく研究 されてい るモデル生物の一つであるが、まだ機能が明 らかになっ
ていない遺伝子が多 く存在す る。 これ らの機能未知遺伝子の解析 には分子遺伝学研究室で作製 された
大腸菌染色体大規模欠失株 が有用である。
大腸菌染色体大規模欠失株は、数十か ら数 百Kbにわたる染色体広域欠失変異 を組み合わせ ること
によって作製 された。生育に必須なプロセスに関与する機能的に重複する遺伝子群は、合成致死遺伝
子 として、この一連の染色体大規模欠失株群を利用することによ りシステマテ ィックに同定す ること
ができる。例えばある染色体広域欠失変異が、野生株 には導入す ることができるが、野生株の染色体
の約40%を 欠失 させ たような染色体大規模欠失株には導入することができない場合、この広域欠失
欠失変異の領域内に存在する遺伝子 と既 に染色体大規模欠失株 には存在 しない遺伝子による合成致死
が起こっていることが示唆 される。 さらにこの広域欠失欠失変異の一連の染色体大規模欠失株群への
導入を試み ることによって、合成致死に関与す る遺伝子群の同定が可能である。先行研究によりこの
システムを利用 してDNA修復に関与す る遺伝子群の合成致死が同定 され、それ を利用 して私は以前の
研究で、DNA複製に関与す る遺伝子holCとDNAhelicaseドメインを持つタンパク質をコー ドす る新
規機能未知遺伝子yoaAがDNA修復 に関与す ることを示 した。
本研究ではまず、yoaA欠失変異 とholC欠失変異 を組み合わせた株のメタンスルホ ン酸メチル(MMS)
に対す る感受性 を調べた。その結果yoaAがholC依存的にDNA修復 に関与す ること、またholCには
yoaA依存的な機能 と非依存的な機能があることが示唆 された。
さらにholCの機能 に関連 した遺伝子 を同定す るために、holC欠失変異 を染色体大規模欠失株群に
導入す ることにより新 たな合成致死を同定 した。 さらにその合成致死を利用 して染色体 ライブラ リー
を用いて関連遺伝子 を探索 した結果 、万g召、ftsN,Tofなどが多コピーサプ レッサー として同定 され
た。ftsN,rofはそれぞれ細胞分裂異常が原因で致死 となる株の多 コピーサプ レッサー となる事が知
られているので、holC欠失変異 によって過剰なSOS応答が誘導 され、その結果引き起 こされる細胞
分裂阻害が抑圧 された可能性が考 えられた。 また 刀gB遺伝子 については、アルデ ヒ ドデ ヒ ドロゲナ
ーゼ/レダクターゼがコー ドされてお り、アルデ ヒ ドはDNAに損傷 を与えることが知 られているの
で、アルデ ヒ ドを代謝す ることによってDNA損傷を防いでいる可能性が考 えられる。
Watanabe,K.,Tominaga,K.,Kitamura,M.,andKato,J.(2016)Systematicidentificationofsyntheticlethalmutationswithreduced-
genomeEscherichiacoli:syntheticgeneticinteractionsamongyoaA,xthAandholCrelatedtosurvivalfromMMSexposure.Genes
Genet.Syst.91:183-188.
1dentificationandgeneticanalysisofnOvelgenesinvolvedinDNArepairusingreduced-
genome猛oん θ〃oん1∂oo/lstrains
KeisukeWatanabe(MOIeculargeneticslaboratory)
E.oo/lisoneOfthemodelorganisms,whicharecharacterizedwellatthemolecularlevel,but
therearemanygenes,whOsefunctionsremainunsOlved.TheirfunctionssOmetimescanbe
systematicallyidentifiedbyusingtheE.oo/llarge-scalechromOsOmedeletiOnmutants,which
wereconstructedatTMUmOleculargeneticslabOratOry.Thosereduced-genomestrains
lackingupto39.6%ofwild-typechromOsOmewerecOnstructedbycombininglarge-scale
chromOsOmaldeletionmutatiOns.FunctionallyredundantgenesinvOlvedinessentialprocesses
canbesystematicallyidentifiedusingthesereduced-genOmicstrains.Forexample,Onelarge-
scalechrOmosomaldeletiOnmutationcanbeintrOducedintothewild-typestrainsbutnOtintO
thelargestreduced-genOmestrain,suggestingasyntheticlethalinteractiOnbetweengenes
remOvedbythedeletiOnandthOsealreadyabsentinthereduced-genOmicstrain.1ntroduction
OfthedeletiOnmutationintoaseriesOfreduced-genOmemutantscouldallOwthe
identificatiOnofOtherchrOmOsOmaldeletionmutatiOnsresponsibleforthesyntheticlethal
phenotype.Usingthissystem,lidentifiedtheん0/0geneandthenovelyo∂Agene,bothof
whichareinvOlvedinDNArepair.Theん0/0geneencodesthechisubunitOfDNApOlymerase
lllandtheyo∂、4geneencOdesaputativeDNAhelicase.
lnthiswOrk,lsuggestedthattheYoaAfunctiOmsdependentontheHOICfunctiOnalthOugh
therearetwOHolCfunctiOns;oneisdependentontheYOaAfunctiOnandtheotherisnot.And
lidentifiedanovelsyntheticlethalitywiththeん0/0deletiOnmutationanditsmulti-cOpy
suppressOrs:fts〈/androf,whichareinvOlvedincelldivision.lalsoidentifiedthemulti-cOpy
supPressOrand/ortheresponsiblegene:)〃'9β,encOdingtheNADPH-dependentaldehyde
dehydrogenase,whichcanremOvealdehydecausingDNAdamage.
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2.序論
2-1.既知DNA修 復 シ ス テ ム と新 規DNA修 復 シ ステ ム
大腸菌 は分子 レベルでの研究が最 も進んだモデル生物であ り、そのDNA修 復システムについても、
生育、生存に大 きな影響を与 える主要なものはこれまでに詳細 に解析 されて きている。 しか し分子
遺伝学研究室の染色体大規模欠失株を利用 した先行研究 において、それ らの既知DNA修復 システム
の欠損が関与す る合成致死が同定 され、それを利用 した私の卒業研究により新規DNA修復 システム
が見いだ されてきた。
2-2.大腸 菌 染 色 体 大 規 模 欠 失 株 を利 用 した 新 規 遺 伝 子 探 索 シ ステ ム
分子遺伝学研究室で作製 された染色体大規模欠失株では、非常に多 くの非必須遺伝子が欠失 されて
いるため(例えば△33b株では野生株の染色体の39.6%が欠失 している)、野性株 では表現型が認め
られない遺伝子の欠失変異の表現型が認め られるようになる場合 がある。
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表1∠33株 までの染色体大規模欠失株 における染色体広域欠失変異の名 とその大 きさお よび全欠失
領域の大きさ
① ② ③ ④
A→≡三 →B
野生株一
必須遺伝子
① ② ③ ④
A→ → 一→B
大規模欠失株一
非必須遺伝子
図1野 生株 と染色体大規模欠失株 における、生育 に必須な代謝生成物Bが 前駆体Aか ら生成 される
経路のモデル
多 くの生物では機能が重複 している遺伝子を持 っている場合がある(図1)。その場合、野生株で
は機能が重複 している遺伝子の一つを欠失 させても、他の遺伝子が働 くために表現型を認 めること
が難 しい。それに対 して染色体大規模欠失株では多 くの非必須遺伝子が失われているため、機能が重
複 している他の遺伝子が欠失 している場合 には、その遺伝子を破壊 した時に致死(合成致死)にな り、
表現型が見 られるようになる。 また染色体大規模欠失株 は多数の染色体広域欠失変異を組み合わせ
て作製 されているので、作製途 中の染色体大規模欠失株群を利用すれば合成致死に関与す る他 の遺
伝子を同定す ることができる。
実 際 に先行研 究 で は、染 色体 大規模 欠 失株 の一 つ であ る △33b株と野 生株 にxthA遺伝 子 の欠失 変
異 を導入 した 際、野 生株 で は生育 に影 響 がな か ったが △33b株で は致死 にな る ことがわ か った。そ こ
で合 成致 死 の原 因遺伝 子 ・原 因領 域 を特 定 した ところxthA遺伝 子、nfo遺伝 子、uvrO遺伝 子、 広 域
欠失 変異LD20の 四重欠 失 に よって合 成致 死 が引 き起 こされ る ことが わ か った。xthA遺伝 子 とnfo遺
伝 子 は塩 基 除去修復 に関与 す る こ とが知 られてお り、uvrC遺伝 子 は ヌ ク レオ チ ド除去 修復 に関わ る、
いず れ もDNA修 復 に 関わ る遺伝 子 であ る。 また染色 体 広域 欠失 変異LD20は 、複 製 終結 点付 近 の約
300kbpにわ た る非常 に広 い染 色体広 ±或欠失 変異 で あ る。
私 の卒 業研 究 で は、 この合成 致 死 に関 連す る遺 伝 子 を同 定す るた めに染色 体 ライ ブ ラ リーを利 用
したス ク リーニ ン グを行 な った。その結 果、合 成 致死 の原 因遺 伝子 で あ るxthA遺伝子 、nfo遺伝 子 の
他 に、機 能 未知 遺伝 子yoaAとDNAポ リメ ラーゼ111Xサブユ ニ ッ トを コー ドす る遺伝 子ho/0をマル
チ コ ピーサ プ レッサ ー と して 同定 した。 またyoaA遺伝 子 とho/O遺伝 子 がDNA修 復 に関与す る こと
を、 メタ ンスル ホ ン酸 メ チル(MMS)を用 いて示 した。
本研究では、DNA修復にお けるyo∂A遺伝子 とho/0遺伝子の機能的な関係 について遺伝学的に調
べた。またho/C遺伝子の機能に関連する他の遺伝子を、染色体大規模欠失株群 を利用 して探索 した。
3.結果
3-1.ho/C遺伝 子 とyo∂A遺 伝 子 の 遺 伝 学 的 相 互 作 用
まずYOaAタ ンパ ク質 につ いて調 べ た と ころ、 複数 の デー タベ ース でYoaAタ ンパ ク質 とHolCタ
ンパ ク質(POIIIIκサ ブユ ニ ッ ト)の結合 が プル ダ ウ ンア ッセ イ によ り示 されて い る ことがわ か った
(BiOGRID34,DatabaseofInteractingPrOteins,IntAct)。
そ こでyoaA遺 伝 子 とho/0遺伝 子 の機 能 的な 関連 を明 らか にす るため に、種 々 の欠失 変異 株 の
MMS感 受性 につ い て調べ た。MMSは 変異 源 と して よ く利用 され る物 質 の一 つで あ り、 図2に 示 す
ような構造を している。MMSはアル キル化剤であ り、DNAの塩基 をアルキル化 し塩基同士の架橋反
応を誘発 させることが知 られている。 このよ うな塩基 のメチル化はあ らゆる生物の細胞内で起 こっ
てお り、細胞 にはこれを修復す る機能が備わ っている。前述の四重欠失変異 による合成致死の原 因遺
伝子であるxthA遺伝子、nfo遺伝子 は、アル キル化 された塩基を除去 し、新たな正 しい塩基を挿入す
ることでDNAを修復す る塩基除去修復 に関与する。
臼
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図2メ タ ンスル ホ ン酸 メ チル(MMS)の構造
まず野 生株 、△yo∂A,△xthA,△ho/C変異株 △yo∂AxthA,△xthAho/C二重 変異株 △yo∂AxthAho/0
三重 変異 株 をmid-log期まで培 養 し、それ を希釈 した のちAM3寒 天 培地 上 とMMSを 力口えたAM3寒
天培 地上 で培 養 し、表 れた コ ロニ ーの数 を数 え る こ とに よ って生存 率 を調べ た(図3)。
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図3MMS感 受性 を調べるための方法
そ の結 果 図4に 示 す よ うに、 まずyo∂A単 独欠 失株 は野生株 とほ とん ど変 わ らな か ったが、xthA,
yo∂A二重 欠失株 はxthA単独 欠失株 よ りもMMSに 感 受性 であ る こ とが わか った。 これ はyo∂A遺伝
子 の欠失 がxthA遺 伝 子 に よ って補 わ れ るた め に表 現型 が 見 られ ない が、xhtA遺伝 子非存 在 下 で は
yo∂A遺伝 子 の欠 失 がxthA遺伝 子 に よ って補 わ れな いた め にMMS耐 性 が低 下 した と考 え られ る。次
にxthAまた はho/C遺伝 子単 独 欠失株 は野 生株 よ りもMMSに 感 受性 で あ るが、xthAho/C二重欠 失
株 で はそれぞ れ の単独 欠失株 よ りも さ らにMMSに 対 して感 受性 にな る ことがわ か った。 またxthA
yo∂A二重 欠失株 とxthAho/C二重 欠失 株 とxthAyo∂Aho/0三重 欠失 株 のMMS耐 性 を比 較 した とこ
ろ、xthAyo∂Aho/C三重 欠失 株 はxthAyo∂A二重欠 失株 よ りもMMS感 受性 で あ ったが、xthAho/C二
重欠 失株 と同程 度 の感 受性 で あ った 。この結 果か ら、yo∂A遺伝 子 はho/C遺伝 子依存 的 にMMS耐 性
に関与 して い る一 方、ho/0遺伝 子 はyo∂A遺伝 子非依 存 的 にMMS耐 性 に関 与す る経路 とyo∂A遺伝
子依 存 的 にMMS耐 性 に関与 す る経路 を持 つ ことが示 唆 された。
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図4各 変異株のMMS耐 性
次 にho/0遺伝 子 が マルチ コ ピーサ プ レッサ ー と してMMS耐 性 に 関与す る時のyo∂A遺伝 子依
存性 につ いて調 べた。xthA単独欠 失株 にho/0遺伝 子 を ク ロー ニ ング した マル チ コピー プラス ミ ド
を導入 した株 と、 空 の ベ クター を導入 した株 のMMS耐 性 を比較 す る と、ho/0遺伝子 を導 入 した
株 はベ クター を導入 した もの よ りMMS耐 性 が高 く、ho/0遺伝 子 のマル チ コ ピーサ プ レッサ ー と
して の機 能 が見 られ た(図5)。 それ に対 してxthAyoaA二重 欠失 株 にho/C遺伝 子 を ク ローニ ング
した マル チ コ ピー プ ラス ミ ドを導 入 した株 と、、 空 のベ ク ター を導 入 した株 のMMS耐 性 を比較 し
た と ころ、大 きな差 は認 め られ なか った(図5)。 これ らの結 果 か らは、ho/C遺伝 子 がマル チ コピ
ーサ プ レ ッサ ー と してMMS耐 性 に関与 す る場合 は、yoaA遺伝 子依存 的 で あ るこ とが わか った。
yo∂A遺伝 子 とho/C遺伝 子 が相 互 作用 してDNA修 復 に関与 す る こ とは、 本研 究 とほぼ同 時期 に
発 表 された他 の研 究者 達 に よ る研 究、 ア ジ ドチ ミジ ン(AZT)を 変 異源 と して利 用 し、種 々 の欠
失 変異株 のAZT耐 性 を調 べた研 究 で も示唆 され た(Brownet.al.2015COOperet.al.2015)。
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図5ho/0遺 伝 子 を ク ロー ニ ン グ した マ ル チ コ ピ ー プ ラ ス ミ ドを 導 入 した 株 のMMS耐 性
MMS耐 性 をCFUか ら計算 した生存 率 で示 した。pyOaA、pholCはそれ ぞれyo∂A遺伝 子、ho/C遺伝 子
をpACYC184クローニ ング した マルチ コ ピー プ ラス ミ ド、p184はベ ク ターのpACYC184プラス ミ ドを
表 す。
3-2.YoaAタン パ ク質 に お け るWalkerAモ チ ー フ のDNA修 復 に お け る 重 要 性
YoaAタンパ ク質 につ い ては、ATP依 存型 ヘ リカーゼ であ る こ とが モチ ー フ解 析(UniPrOt
versiOn2015-08)から推察 され て いた ので、YoaAタンパ ク質 のATP分 解 活性 に関 与 して いる考 え
られ るWalkerAモチ ー フに点突然 変 異 を導入 した場 合 に(図6(上))、四重欠 失変 異 に よる合 成致
死 に対 してマル チ コピーサ プ レ ッサ ー と して働 くか につ い て調べ た。
図6(下)に示す よ うに、 △nf∂xthALD20三重 欠失株 に野生 型yo∂Aまた はWalkerAmOtifに変
異 を導 入 した変 異型yo∂AK51Aがク ローニ ング された マル チ コ ピー プ ラス ミ ド、 また はベ ク ター
を導入 し、 それ らの株 にPItransductionによ ってblvrC欠失変 異 を導 入 した。 その結 果、 野 生型
yo∂A株が ク ロー ニ ング された マル チ コ ピー プ ラス ミ ドを導 入 した株 で はuvrC欠失変 異 を導 入 し
た株 が得 られた の に対 し、 変 異型yo∂AK51Aがク ローニ ング された マル チ コ ピー プ ラス ミ ド、 ま
た はベ クター を導入株 した株 で はuvrC欠失変 異 を導入 した株 が得 られ なか った(図7)。 この結
果 か ら、WalkerAmotifに変異 を導 入 した変 異型yo∂AK51Aは四重 欠 失変異 に よる合 成致 死 に対
して マル チ コ ピーサ プ レッサ ー と して働 かな い こ とがわ か り、yo∂AのWalkerAmotifはyo∂Aの
DNA修復 にお け る機 能 に重要 で あ る ことが示唆 された。
口
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-ATP-bindingregion
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図6WalkerAモチ ー フに点突 然変 異 を導入 したyo∂A遺伝 子 に よるマ ルチ コ ピーサ プ レッサ ー活性(1)
(上)WalkerAmotifおよびYoaAのWalkerAmotifと変異 を導 入 した箇所 。(下)四 重 欠失合 成致
死 株 にマル チ コ ピー プ ラス ミ ドを導入 す る川頁番。
△nfo,xthA,LD20,pACYC184(yoaAoryoaAK51Aorvec.)
yoaA vec. YoaAK51A
図7WalkerAモチ ー フに点突 然変 異 を導入 したyo∂A遺伝 子 に よるマ ルチ コ ピーサ プ レッサ ー活性(2)
△nf∂xthALD20三重欠 失株 にyo∂Aプラス ミ ドを導 入 し、 その後b/vrC欠失変 異 を導 入 した。 導入 し
た プラス ミ ドは、左 か ら野生 型)/oaA遺伝 子が ク ロー ニ ング され た プ ラス ミ ド、 ベ クター、変 異型
yo∂AK51Aがクローニングされたプラス ミ ド。
3-3.染色 体 大 規模 欠 失 株 を利 用 した 新 規DNA修 復 シ ス テ ム の探 索
上記のようにho/C,yo∂A遺伝子が関与するDNA修復 システムが同定 されてきたが、 さらにそ
れ とは別の新規DNA修 復システムが存在する可能性を考えて、ho/C遺伝子の機能 に関連す る他
の遺伝子を探索するために再び染色体大規模欠失株を利用 したスク リーニングを行なった。
まずho/C,yo∂A欠失変 異 と関連 す る新規 合成 致死 を探 索す るため に、染 色体 大規模 欠 失株 △
33b株にho/Cまた はyo∂A欠失 変異 を導 入 した ところ、 △33b株にho/C欠失 変異 を導 入 した 時 に
致 死 にな った が、yo∂A欠失 変異 を導 入 した 時 には致死 にな らなか った(図8)。 次 にho/C欠失 変
異 を導 入 した 時 に △33b株が致 死 とな る原 因遺伝 子 を含 む広 域 欠失 変異 を 明 らか にす るた め に、
野 生株 か ら△33b株まで の染色体 大 規模 欠失株 群 にho/C欠失 変異 を導 入 した ところ、野 生株 に比
べ て △1株 、 また △14株に比べ て △15株で は生育 が悪 くな る ことがわ か った(図8)。
ネ ガcon.
AyoaA△rrnG
図8ho/C,yo∂A欠失変異 と関連 す る新 規合 成致 死 の探 索
野 生株 か ら△33b株まで の染色体 大 規模 欠失 株群 にyo∂Aho/C,rrnθ欠 失変 異 を導入 した。 左 か ら
△yo∂A,△ho/C,△rrnθ(コン トロール)。培養 時間 は、 △33b株～△14株が36時 間、 △12株～ 野
生 株(WT)は12時間。
野生 株 に比べ て △1株 、 また △14株に比べ て △15株で 生育 が悪 か った こ とか ら、合 成致 死 の原
因変異 は △1株 作製 時 に導入 された広 域欠 失変 異1(D1-1)と、 △15株作製 時 に導入 された広域 欠 失
変 異15D(D15D)であ る と考 え られた。 そ こでho/CD1-1D15D三重 欠失株 が合 成致 死 にな るこ とを
確 か め るため に、PItransductiOnによ って野 生株 、 △15株をcOntrOIとして、 △1株(D1-1単独 欠
失 株)、D15D単独欠 失株 、D1-1,D15D二重 欠失株 に対 してho/C欠失 変異 の導 入 を試み た。 そ の結
果 、 △1株(D1-1単独 欠失 株)、D15D単独欠 失株 で はやや 生育 が悪 か った もの のho/C欠失変 異 を導
入 した株 が得 られ たが、D1-1D15D二重 欠失 株 で は導 入 した株 が得 られず、ho/CDI-1D15D三重
欠 失 に よ り合 成 致死 にな る ことがわ か った(図9)。
WT D1-1 D15D D1-1,D15D△15株
図9ho/OD1-1D15D三重欠 失変 異 に よる合 成致 死
WT:野生株 、D1-1単独欠 失株、D15D単独 欠 失株、D1-1,D15D二重欠 失株 、 △15株
次 に遺伝 子探 索 のた めのho/0DI-1D15D三重欠 失変 異 に よる温度 感受性 合 成致 死株 を作 製
した(図10)。まず温 度感 受性 シ ングル コ ピー プ ラス ミ ドminiFtsにho/0遺伝 子 を ク ローニ ング
し野生 株 に導入 してか ら① 、D1-1の領域 の欠失 変異 を導 入 した②。 次 にho/0遺伝 子 の欠失 変
異 を導 入 し③ 、 さ らにD15Dの 領 域 の欠失 変異 を導 入 した④ 。 この株 はho/CDI-1D15D三重
欠 失変 異株 で あ るが、30℃で培 養 した 時 にはminiFtsプラス ミ ドに クローニ ング され て い る
ho/C遺伝 子 に よ って生存 す る。 この株 のD1-1のセ レクシ ョンマー カー(Cm)をネ ガ テ ィブセ レ
ク シ ョンに よ り除 いた後⑤ 、 染色体 ラ イブ ラ リー を導入 し、42度 でminiFtsプラス ミ ドを除去
して も生育 す る株 を取得 した⑥ 。42。Cで培養 した時 に はho/C遺伝 子 の ク ロー ニ ング されて い
るminiFtsプラス ミ ドが複 製 で きないた め、miniFtsプラス ミ ドを失 った株 が 出現 し、 そ れ らは
合 成致 死 に よ って死 ぬ が、染 色体 ライ ブラ リーの 中か ら合 成 致死 を 回避 出来 る よ うな遺伝 子 が
ク ローニ ング され た プラス ミ ドが導入 されれ ば生存 す る。 この よ うな システ ムを用 いて △
ho/C,D1-1,D15Dの三重 欠失 変異 によ る合 成致 死 を回避 す る遺伝 子 を探 索 した。
pACYC
184
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図10ho/C,D1-1,D15Dの三重 欠失 変異 に よ る合成 致 死 を回避 す る遺伝 子探 索用株 の作 製
上記 のho/CDI-1D15D三重欠 失変 異 に よる温度 感受性 合成 致 死株 に染色 体 ライ ブラ リーを
導 入 し、42度 で培養 後得 られた コ ロニ ーか らプラス ミ ドを抽 出 し、 プラス ミ ドに ク ロー ニ ン
グ されて いたDNAの 配 列 を キ ャ ピラ リー シーケ ンサ ーで決 定 した。 決 定 された 配列 は3種 類
で以下 の遺伝 子 を含 む配 列 だ った。
1.tf/S,rof,,
2.hs/V,ftsN
3.脂 β
1、2に つ いて は、 ク ロー ニ ング されて いた複 数 の遺伝 子 か ら原 因遺伝 子 を特 定す るため に、
そ れぞ れの遺伝 子 の みを ク ローニ ング した プ ラス ミ ドを作 製 し、 も う一度 探 索 に用 いた温 度感 受
性合 成致 死株 に導 入 した。 そ の結果1.rof,2.fts〈/3.yJgBがそ れぞ れ単独 で三 重 欠失合 成致 死 を回
避す るマル チ コ ピー サ プ レ ッサー と同定 された。rof遺伝 子 とfts〈/遺伝 子 は三 重 欠失 を構成 す る
広域 欠失領 域 には含 まれ な い遺伝 子 で あ るが、∬gβ遺 伝子 は三重 欠失変 異 を構成 す る広域 欠失
変異 の一 つD1-1の領 域 に含 まれ る遺伝 子 であ る。 従 ってrof遺伝 子 とfts〈/遺伝 子 はマ ルチ コ ピ
ーサ プ レ ッサー であ り、∬gβ遺 伝 子 はマル チ コ ピーサ プ レ ッサ ー、 三重 欠失 合成 致死 の原 因遺
伝子 の両 方 の可能 性 が考 え られ る。
rof遺伝 子 とfts〈/遺伝 子 は細胞分 裂 に必 須 な タ ンパ ク質 で、過 剰 なSOS応答 や細胞 分 裂 に必須 な
遺 伝 子 の突然 変異等 で細 胞分 裂 に不 具合 が生 じて致 死 にな る株 債訓 の温度 感 受 陛点突 然変 異株)の
マル チ コ ピーサ プ レ ッサ ー と して働 くこ とが知 られて い る。ho/C欠失変 異株 や∬gβん0/0二重 欠失
変異株 を顕微鏡 で観 察 す る と野 生株 と比較 して菌体 が伸 長 していた た め、 これ らの株 で はSOS応
答 が 過剰 に誘 導 され てい る可能性 が考 え られ る(図11)。従 ってrof遺伝 子やfts〈/遺伝 子 が マル チ
コ ピーサ プ レッサ ー と して △ん0/0を含 む三重 欠失 変異 によ る合 成致 死 を回避 す るの は、SOS応答
に よ り細胞 分裂 が 異常 に な って い る三重 欠失 変異株 にお いて、rof遺伝 子やfts〈/遺伝 子 が正 常 な細
胞 分 裂 を誘導 して い る可能性 が考 え られ る。
図11.△ho/C,ん0/0以gβ二重 欠失 変異 株 の顕微 鏡写 真
左 か ら野生 株、 △ho/C,△ho/CyJgB二重 欠失 変異 株
∬gβ遺伝 子 はNADPHの 持 つ還 元力 を利 用 して複 数種 の アル デ ヒ ドを アル コール に代 謝す る
NADPH依存 型 アルデ ヒ ドデ ヒ ドロゲナ ーゼ/レ ダク ターゼ を コー ドす る遺伝 子 で あ り、 アル デ ヒ
ドがDNAに 損 傷 を与 え る こ とが知 られ て い るので、細 胞 内 のアル デ ヒ ドを除去 す る ことに よ って
DNA損傷 を減 少 させ て い る可 能性 が考 え られ る。
∬gβ遺伝 子 が三重 欠失 合成 致死 の マル チ コ ピー サ プ レ ッサー また は原 因遺伝 子 であ る可能 性 に
つ いて検 討 を行 った。 用 いるho/CDI-1D15D三重 欠失 変異 の合 成致 死 につ いて再度 調 べた と こ
ろ、ho/CDI-1二重欠 失変 異株 はho/C単独 欠失 変異 株、D1-1単独 欠失 変異株 よ りも生育 が悪 くな
る こ とは確 認 で きたが、 このho/OD1-1二重 欠失 変異株 にD15D広 域 欠 失変異 を導 入 した 時 の合 成
致 死 につ いて は安定 しなか った ので、ho/CDI-1二重 欠失 変異 株 の合 成 的 な生育 の低 下 に対す る
∬gβ遺 伝 子 を クローニ ング した プ ラス ミ ドの影 響 につ いて調 べ た。∬gβ遺 伝 子が 三重 欠失合 成致
死 の原 因遺 伝子 で あ る可 能性 を調 べ るた め に、yJgBljl独欠失 変異 株 を作製 して調 べた ところ、yJgB
を含 む広域 欠失 変異D1-1を持 つ △1株 とは異 な り、ho/0欠失変 異 を導入 した 時 の生育 の低下 は見
られ なか った。従 って 少な くとも)4gβ遺伝 子だ けが 三重 欠失合 成致 死 の原 因遺伝 子 で あ る可能 性
は小 さい と考 え られた。 また ∬gβ遺 伝 子 を ク ロー ニ ング した プ ラス ミ ドに よ りho/CDI-1二重欠
失 変異株 の生育 の 回復 が見 られ たの で、三 重欠 失合 成致 死 の広域 欠失 変異D1-1内の原 因遺伝 子 の
1つ であ る可能 性 と、 マル チ コ ピー サ プ レ ッサー であ る可能 性 が考 え られた。
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図12ho/C欠 失変 異 の生育 へ の影 響
PItransductiOnによ りho/0欠失 変異 を導 入 した 時の生 育。 受容 菌 は左 か ら野 生株、ylgB欠失株 、
△1株 、 △1株/p∬gβ()4gβ遺 伝子 が ク ローニ ング され たpACYC184)、△1株/pACYC184。
4.考察
4-1.〈ho/C遺伝 子 とyo∂A遺 伝 子 の 遺 伝 学 的 相 互 作 用 〉
図4で 示 した よ うにho/C遺伝 子、yo∂A遺伝 子 は両者 共 にMMS耐 性 に関与 す るが、 △ho/C
xthA株と △ho/Cyo∂AxthA株のMMS耐 性 が変 わ らな か った こ とか ら、yo∂A遺伝 子 はho/C遺伝
子依 存 的 にMMS耐 性 に関与す る ことが 示唆 され た。 また図5で 示 した よ うにxthA単独 欠失株
のMMS耐 性 を 回復 させ るマル チ コ ピーサ プ レッサ ーho/Cはyo∂A遺伝 子 存在 下 でのみ機 能 し
た。 さ らに まだ 予備 的な 実験 で はあ るが、 マル チ コ ピー サ プ レ ッサーho/0はDNA修復 に関与 す
る遺伝 子(xthA、nfo、b/vrO)と染色 体広 域 欠失変 異LD20を全 て欠失 す る四重 欠失合 成致 死 で、
yo∂A遺伝 子が存 在 す る時 にのみ機 能 した。 これ らの結果 か らho/0遺伝 子 はyo∂A遺伝 子依 存的
にDNA修 復 に関与 す る こ とが示 唆 された。
他 の研 究 グル ー プに よるAZTを 変 異原 と して用 いた研 究 で は、 △yo∂A単独 欠失株 と △ho/C単
独欠 失株 は共 に野 生株 よ りもAZT感 受性 で あ る一 方、 △ho/0単独欠 失株 のAZT耐 性 は △ho/C
yoaA二重 欠失株 のAZT耐 性 よ り有 意 に低 か った(Brownet.al.2015COOperet.al.2015)。彼 らは
これ らの結果 か らho/C遺伝 子 とyo∂A遺伝 子 は共 依存 的 にDNA修 復 に関与す る ことが示唆 され
る と同 時 に、yoaA遺伝 子非存 在下 でho/C遺伝 子 は ドミナ ン トネガ テ ィブ(優 性 阻害)と して機
能 す る と して いる。 この結 果 は本研 究 のMMSを 用 いた実験 結 果 とは異 な るので、yo∂A,ho/C遺
伝子 のDNA修 復 にお け る機 能 に は複数 の経路 が存在 す る可能 性 が考 え られ る。 またyo∂Aと
ho/Cの相 互作用 につ いて は、複 数 のデ ー タベー ス におい てYOaAタ ンパ ク質 とHOICタンパ ク質
(PollllXサブユニ ッ ト)の結 合 が プル ダ ウンア ッセ イに よ り示 され て い る(BiOGRID34,Database
OfInteractingPrOteins,IntAct)。さ らにBrownらは酵母twO-hybrid法を用 いてHolCタンパ ク質 と
YoaAタンパ ク質 が結合 す る ことを確認 して いる(Brownet.al.2015)。
本研 究 によ りYoaAとHOICタンパ ク質 の相 互作 用 がDNA修 復 にお け る機 能 に重要 で あ る こと
が示 唆 され た。具体 的な相 互作 用 と して は、YOaAタンパ ク質 がDNAPollllHE内のHOICタンパ ク
質 と相 互 作用 す る可能 性 と、DNAPollllHEのサ ブユ ニ ッ トと して で はな くFreeで存 在す るHOIC
遺伝 子 と相互 作用 す る可能 性 が考 え られ る(図13)。 今後 の研 究 に よ りそ れ らの可能 性 につ いて
明 らか にな れ ば、YoaA、HolCタンパ ク質 のDNA修 復 にお ける機 能 も解 明 され る と考 え られ
る。
YbaA
HolC(X
単独 で存在す るHolC(X)
にYoaAが結合 してDNA
修復 に関与す る
Pollllの中 HolC(X)にYoaAが結
合 してDNA修 復 に 関与す る
図13DNA修 復 にお け るHolC、YOaAタンパ ク質 の相 互作 用 につ い ての可 能性
4-2.〈大 腸 菌 染 色 体 大 規模 欠 失 株 を利 用 した 、 遺 伝 子 探 索 方 法 〉
本研究において使用 した大腸菌染色体大規模欠失株を利用 した遺伝子探索方法の手順を以下に示
す。
1.新 規の染色体広域欠失変異や関連遺伝子を探索 したい遺伝子の欠失変異などを、染色体大規
模欠失株に導入 して合成致死な どの表現型を同定す る。
2.表 現型が同定 された染色体大規模欠失株 を作製 した時の、途 中の段 階の染色体大規模欠失株
群 にその欠失変異を導入 し、 どの段 階で表現型が表れるかを調べ ることによって合成致死の
原因 となる染色体領域、遺伝子を割 り出す。
3.同 定 された染色体領域、遺伝子を組み合わせることによって、合成致死などの表現型が表れ
ることを確認す る。つま り合成的な表現型を再構成する。
4.合 成的な表現型の原因遺伝子、染色体領域を複製が高温感受性であるプラス ミ ドにクローニ
ング し、合成的な表二現型が表れる多重欠失株に導入する。
?
?
この株 にDNAラ イ ブ ラ リー を導 入 してか ら高温 で培養 し、 導 入 した プ ラス ミ ドに よ って 高温
耐 性 にな った コロニー を得 る
得 た コロニー か らプ ラス ミ ドを抽 出 して、 シー クエ ンシ ング によ って ク ロー ニ ング されて い
るDNA配 列 を決定 す るこ とに よって、合 成 的な表 現型 の原 因遺 伝 子や マル チ コ ピーサ プ レ ッ
サー と して関連 遺伝 子 を同定 す る こ とが で きる。
この方法 によ り卒業研究ではDNA修復 に関与する四重欠失変異による合成致死か らyo∂A遺伝
子 とho/C遺伝子を同定 し、DNA修復 に関する新規遺伝子を同定することができた。 また本研究で
はho/0遺伝子の関与する合成致死から∬gβ遺伝子、fts〈/遺伝子、rof遺伝子を同定することがで
きた。fts〈/遺伝子 、rof遺伝 子 はho/0欠失変 異 が引 き起 こすSOS応 答 に よる細胞 分裂 障害 を抑 圧
して い る可 能性 が考 え られ る。万gβ遺 伝 子 はアル デ ヒ ドデ ヒ ドロゲ ナーゼ/レ ダ クターゼ を コー ド
して お り、 ア ルデ ヒ ドはDNAに 損傷 を与 え るこ とが知 られ てい る こ とか ら、 この アルデ ヒ ドデ ヒ
ドロゲナ ーゼ/レダ ク ターゼ がアル デ ヒ ドを還 元 してアル コール にす る こ とでDNA損 傷 を防 いで い
る可能 性 が考 え られ る。 これ までアル デ ヒ ドを代 謝 す る遺伝 子 がDNA損 傷 を 防 ぐこ とは報 告 され
て いな いので、 新規 のDNAを 守 るシ ステ ム と して興 味深 い。
5材料 ・方法
5-1菌株
本 研 究で は野生 株 と して、K12(MG1655)株由来 の菌株 を用 いた。
遺 伝子 の欠 失株 の作 製 に はMG1655red株上 でPCR断 片 との相 同組 み換 え に よ り標 的遺 伝 子 を欠失
させ た後 、P1フ ァー ジを用 いた 形質 導入 法 に よ り行 った。
表1本 研 究 にお いて使 用 した菌株
菌株名称 Reference
MG1655 研 究室 ス トック
MG1655red 研 究室 ス トック
△33b 研 究室 ス トック
DH1 研 究室 ス トック
MG1655△ γo∂凶:Cm 本研究
MG1655△ γo∂凶:Cmxオん、4:Ap 本研究
MG1655△ んo/0:Cm 本研究
MG1655△ んo/0:Tc 本研究
MG1655△ んo/αTcxオん/4:Ap 本研究
MG1655△ んo/0:Tcxオん凶:Apyo∂、4:Cm 本研究
MG1655△xオ ん/4:AppACYC184::γo∂、4 本研究
MG1655△x酌 、4:AppACYC184::ん0/0 本研究
MG1655△xオん/4:AppACYC184 本研究
MG1655△x酌 、4:Ap△γo∂、4:CmpACYC184::ん0/0 本研究
MG1655△xオん/4:Ap△yo∂、4:CmpACYC184 本研究
MG1655△x酌 、4:Ap△/フた):GmLD20:TcpACYC
184:γo∂ハ
本研究
MG1655△x酌 凶:Ap△/フ〆b:GmLD20:TcpACYC
184:γo∂・4K51A11
本研究
MG1655△xオん/4:Ap△/フた):GmLD20:TcpACYC
184:γo∂AK51A12
本研究
MG1655△x酌 、4:Ap△/7た):GmLD20:TcpACYC
184:yo∂/乳K51A13
本研究
MG1655△x酌 、4:Ap△/フた):GmLD20:TcpACYC
184:γo∂、4K51A15
本研究
△1 研 究室 ス トック
△2 研 究室 ス トック
△3 研 究室 ス トック
△5 研 究室 ス トック
△9 研 究室 ス トック
△12 研 究室 ス トック
△14 研 究室 ス トック
△15 研 究室 ス トック
△16 研 究室 ス トック
△1△ ん0/0:Cm 本研究
△1D15D:Km 本研究
△1△ んo/0:CmD15D:KmminiFts::んo/0:AppACYC184::library本研究
△)49β:Ap 本研究
△∬9β:Ap△んo/OCm 本研究
ムンブ9β:Ap△んo/(つTc 本研究
5-2プ ラ ス ミ ド
表2本 研 究 にお いて使 用 した プ ラス ミ ド
プラス ミド名称 Reference
miniFKm4 研 究室 ス トック
miniFKmん0/0 本研究
miniF-ts 研 究室 ス トック
miniF-tsん0/0Ap 本研究
pACYC184 研 究室 ス トック
pACYC184::library 研 究室 ス トック
pACYC184::ror 本研究
pACYC184::オ1/5 本研究
pACYC184::ん5〃 本研究
pACYC184::々s〈/ 本研究
pACYC184::一脂 β 本研究
pACYC184::んo/0 本研究
pACYC184::γo∂夙 本研究
pACYC184::γo∂・4K51A11 本研究
pACYC184::γo∂/4K51A12 本研究
pACYC184::γo∂・4K51A13 本研究
pACYC184::γo∂/4K51A15 本研究
5-3.PIPhage
表3本 研 究 にお いて使 用 したPIphage
PIphage名称 Reference
△yo∂凶:Cm 本研究
△x網:Ap 研 究室 ス トック
△んo/OCm 本研究
△んo/(2Tc 本研究
△∬9β:Ap 本研究
△η〆∂:Gm 研 究室 ス トック
LD20:Tc 研 究室 ス トック
LD3-5-1:Sm 研 究室 ス トック
△rmθ:Cm 研 究室 ス トック
D1-1:CRS 研 究室 ス トック
D1-1:PO 研 究室 ス トック
D15D:Sm 研 究室 ス トック
D15D:Km 本研究
5-4.プラ イ マ ー
本研 究 にお いて使 用 した プラ イマー をTable.6に示す。
Table.6本研 究 にお いて使 用 した プ ライマ ー
プ ライ マー名称 配列
Ap(Sa)L-CmNAAATTAcAAcTgTAATATCGGAGGGTTTATTTTGAAAAAGCTGGTGTCCCTG
TTGATACC
研 究室 ス トック
Ap(Sa)R-CmCTGTTATCAGTATTTATTATGCATTTAGAATATTAAAATTccAcTTATTcAggcgTAgc
Ac
研 究室 ス トック
Ap(Sa)L-KmNAATTACAACTGTAATATCGGAGGGTTTATTTTGAAAAAGCACGTTGTGTCTCAA
AATCTC
研 究室 ス トック
Ap(Sa)R-KmCTGTTATCAGTATTTATTATGCATTTAGAATATTAAAATTCCAAGTCAGCGTAATG
CTCTG
研 究室 ス トック
CmNLSaApL TCCCAATGGCATCGTAAAGAACATTTTGAGGCATTTCAGTAATAAcTTAgccATTT
cAAcAcc
研 究室 ス トック
CmCLSaApR TGAAAACGGGGGCGAAGAAGTTGTCCATATTGGCCACGTTATAAATcTcgAAAAT
AATAgAggg
研 究室 ス トック
CmN-Km CTGGTGTCCCTGTTGATACCGGGAAGCCCTGGGCCAACTTCACGTTgTgTcTcA
AAATcTc
研 究室 ス トック
CmC-Km TTATTCAGGCGTAGCACCAGGCGTTTAAGGGCACCAATAATCAAGTCAgcgTAAT
gcTcTg
研 究室 ス トック
Sa-ApL AATAACTTAGCCATTTCAACACC 研 究室 ス トック
Sa-ApR ATAAATCTCGAAAATAATAGAGGG 研 究室 ス トック
CmN CTGGTGTCCCTGTTGATACC 研 究室 ス トック
CmC CACTTATTCAGGCGTAGCAC 本研究
yOaA-CmN ataatccctgttcaaatcaacagggggtagtgtgacggaccTggTgTcccTgTTgATAcc本研究
yOaA-CmC aggcgcgcatcataccatactccgtaacaaattacctggacAcTTATTcAggcgTAgcAc本研究
yOaA-ApN ataatccctgttcaaatcaacagggggtagtgtgacggacAATAAcTTAgccATTTcAAcAcc本研究
yoaA-ApC aggcgcgcatcataccatactccgtaacaaattacctggaATAAATcTcgAAAATAATAgAggg一本研究
yOaA-K51A-FgaaCCggtaCg99tgCaaCCtaCgCttaCCtggCtCCtgCgCtgCg99Cgaaaaagaaag本研究
yoaA-K51A-RgtaagCgtaggttgCaCCCgtaCCggttCCtgCttCCaCCaCCagCggCtggCCtttttC一本研究
hOIC-CmN TCGCATCAGGCGCTGCGGTGTATACCTGATGCGTATTTAActggtgtccctgttgatacc本研究
hOIC-CmC CACAGGGCTTCATCCAGCCGGTAAGCCTGCTTTTCATCTTcacttattcaggcgtagcac本研究
xthA-CmN
GCACTCTTTATCTGAATAAATGGCAGCGACTATGAAATTT
cTggTgTcccTgTTgATAcc
研 究室 ス トック
xthA-CmC
TGACCCAGTTTGAGCCAGGAGAGCTGCTAAATTAGCGGCG
cAcTTATTcAggcgTAgcAc
研 究室 ス トック
nfO-CmN
TTCCTCCAGCGGGTTTAACAGGAGTCCTCGCATGAAATAC
cTggTgTcccTgTTgATAcc
研 究室 ス トック
nfO-CmC
GCAAGGATCTCCTTTTCCCGGTTATTCATCTTCAGGCTAC
cAcTTATTcAggcgTAgcAc
研 究室 ス トック
uvrC-CmC Gtaagattacccctatgttgctacagagacatcaatgtttcacttattcaggcgtagcac研 究室 ス トック
uvrC-CmN aaCCgtaaCCagCCagCCaggCgtttatCgCatgtaCgatCtggtgtCCCtgttgataCC研 究室 ス トック
uvrA-CmC gaaaaggCCgCtCagaaagCggCCttaaCgattaCagCatCaCttattCaggCgtagCaC研 究室 ス トック
uvrA-CmN 99CaaaaaagCgtttaatCCg99aaaggtgaatggataagCtggtgtCCCtgttgataCC研 究室 ス トック
uvrB-CmC CCgtttgtCatCagtCttCttCgCtatCCtgttaCgatgCCaCttattCaggCgtagCaC研 究室 ス トック
uvrB-CmN CtgCCCgCCCaaCtCCttCaggtagCgaCtCatgagtaaaCtggtgtCCCtgttgataCC研 究室 ス トック
yjgB-SaApLtgCCatgCtCtaCaCttCCCaaaCaaCaCCagagaaggaCaaCttagCCatttCaaCaCC本研究
yjgB-SaApRgatCagCgCtgCgaatgattttCaaaaatCggCtttCaaCtCtCgaaaataatagag99a本研究
5-5.培地
LB培 地(1L当 た り オ ー トク レー プ に よ り滅 菌)
TryOton(BectondickinsOn)10g
Yeastextract(BectondickinsOn)5g
NaCIIOg
10NNaOH200μI
Agar(岩井 化 学)*寒 天 培 地 の み10g
AntibioticMedium3培地(1L当 た り
AntibioticMedium3(DifcO)
Agar(岩井 化 学)*寒 天 培 地 の み
オ ー トク レ ー プ に よ り滅 菌)
17.59
109
SOC培 地(1L当 た り オ ー トク レー プ に よ り滅 菌)
TryOton(BectondickinsOn)20g
Yeastextract(BectondickinsOn)59
5MNaCI2ml
lMKCI2.5ml
10NNaOH200μ1
以 下 はオ ー トク レー プ後 に添 加 した。
1MMgCI210ml
lMMgSO410mI
2MglucOse 30mI
抗生 物質 耐性 遺伝 子 を用 いた耐 性菌 の選 択 に は以 下 の濃度 の抗 生物 質 を用 いた。
ア ン ピシ リン25μg/mI
ス トレプ トマ イ シ ン50μg/mI
ク ロラ ムフ ェニ コール17μg/ml(.d33b株で は2.125μg/ml)
カナ マ イシ ン50μ9/mI
テ トラサ イ ク リン10μg/mI
PCR
欠 失株 の作 成 と遺伝 子 ク ローニ ング、 一部 の プ ラス ミ ド作 成 にはPrimestarGXL(Takara)を用 い
た。PCR反 応 に は、 この酵素 に結合 した緩衝 液dNTAPを使 用 し、 反応 条件 は標 準 的な マニ ュア ル
の方法 に従 って行 った。
また、 断片 の大 き さと挿 入 の有無 を確 認 して、ExTaq(Takara)を用 いて欠 失 を確 認 した。PCR反
応 には、 この酵 素 に結合 した緩 衝 液dNTAPを使 用 し、反 応条 件 は標準 的 なマ ニ ュアル の方法 に従
って行 った。
欠 失株 作製 ・遺 伝子 ク ロー ニ ング用 に はPrimestarGXL(Takara)を用 いた。PCR反 応 に は本 酵素 の
添 付 のバ ッフ ァー ・dNTAPを用 い、 反応 条件 はマニ ュアルの標 準 的な方 法 に従 って 行 った。
また、 断 片の大 き さの確 認 に よる欠失 お よび挿 入 の有無 の確 認 に は、ExTaq(Takara)を用 いた。PCR
反 応 に は本 酵素 の添 付 のバ ッフ ァー ・dNTAPを用 い、 反応 条件 はマニ ュア ル の標 準 的な方 法 に従 っ
て行 った。
電 気 泳 動
PCR・ プ ラス ミ ド抽 出後 の 電 気 泳 動 に はDNAの み の 大 き さ を確 認 す る 目的 で0.7%ア ガ ロ ー ス
(Takara)を用 い た 。PCRフ ラ グ メ ン トの 抽 出 の た め に、SeaKem⑪GTG⑭ア ガ ロ ー ス を用 い て 電 気
泳 動 を 行 った 。NucleOSpin⑪GelとPCRCIean-up(MACHEREY-NAGEL)をDNA断片 の 回 収 に 使
用 し、 標 準 プ ロ トコー ル に従 っ た 。
λファージの相同組み換え機構 を利用 した染色体遺伝子の改変(red)
本研 究で用 いた遺伝 子 の欠失 変異 株 は λ ファー ジの相 同組換 え機構 を用 いた方 法(Murphy1998)よ
り作成 した。 λフ ァー ジの相 同組 換 え機 構(red)では約40bpの短 い相 同領 域 間で相 同組 み換 えを起
こす ことが 出来 る。KM22(MG1655red)株で は、 ゲ ノム上 のrθoBOD遺伝 子 の領±或が この λフ ァー ジ
の組 み換 え に必 要 な組 み換 え酵素 と置 き換 え られ てお り、IPTG誘導 によ り、 これ らの組 み換 え酵
素 が発 現す る。 本研 究 で は この方 法 を用 いて 目的遺伝 子 を抗 生物 質耐 性遺伝 子 と組 み替 える こ とで
欠 失 させ た
組 換 え用 のPCR断 片 は、 エ レク トロポ レー シ ョン法 に よって導 入 した。370Cでオ ーバ ーナ イ ト
(16時間)培 養 したMG1655red株を0.5mMのIPTGが入 った200mlのLB培 地 に0.5ml植菌
し、37℃で 約1.5時間培養 した。 そ の後 遠心 分離 によ って菌体 を回収後 、滅 菌 した10%グ リセ ロー
ル 溶液 で3回 洗 浄 した。 洗 浄後 、約40μ1に懸濁 した 菌体 をPCR断 片(5μ1)と混ぜ 、
MicroPulser(Bio-Rad)を用 いて約5ミ リ秒 、2.5kVの電圧 を か ける こ とによ ってエ レク トロポ レー シ
ョンを行 った後 、速 や か にSOC培 地 を加 えて、30。Cで一時 間 回復 培 養 を行 った。 そ の後 、 導入 し
た耐性 遺伝 子 に応 じ、抗 生物 質 を含 むAntibiOticMedium3寒天 培地 にプ レーテ ィング して37℃ ま
た は300Cでオーバ ー ナ イ ト培養 した。 得 られた組 み換 え体 の欠 失 の有無 の確認 は 目的領 域 のPCR
に よ って行 った。
P1フ ァー ジを用 いた 形質 導入
P1フ ァー ジを用 いた形質 導入 法 はMiller」H(1992)の方 法 に従 った。組 み換 え体 か らのP1フ ァー
ジの 回収 は以下 の手順 で行 った。LB2mlで オーバ ー ナイ ト培養 した組 み換 え体0.5mlをLB1.4
ml、CaCI20.1MO.1mlと混 ぜ、37QCで2時間培養 し、 カル シ ウム カル チ ャーを作 製 した。 この
カル シ ウム カル チ ャー0.4mlと十分 に粒 子数 の高 いPIphage溶液2μ1とIPTG200mg/ml5μ1を混
ぜ た後 、55QCに保 温 した0.3%のAgarose(DifcO)とCaCI25mMを含 むLB培 地3ml(ソフ トアガ ー)を
力口え て よ く混ぜ 、CaCI25mMを含 んだLB寒 天培 地 の上 に重層 した。 この状 態 で6～7時 間程 度
370Cで培養 した あ と、 重層 した ソ フ トア ガー のみ を回収 し、3000rpm、10分間 の遠心分 離 によ り
上 清 と沈殿 とに分 けた。 上清 の み をO.1mlのク ロロホ ル ム と混ぜ た後 、再 び3000rpm、10分間の
遠 心分 離 を して上清 の み を回収 し、 これ をP1フ ァー ジのス トッ ク液 と して、4。Cで保存 した。
形 質導 入 に は、 形質 導入 した い菌 の カル シ ウム カル チ ャー を上記 と同 じ組 成 で作製 、2時 聞培 養 し
た後 、O.2mlのカル シ ウム カルチ ャーをP1フ ァー ジス トック液1μ1と 混 ぜ、37。Cで20分間 培養
し、P1フ ァー ジに感染 させ た。培 養後12000rpm、1分間遠 心 して上 清 を除 き、菌体 を0.1mMの
クエ ン酸 ナ トリウム を含 むLB培 地 に懸濁 して フ ァー ジの感 染 に必要 なCaイ オ ンを キ レー トして、
300Cで1時間 回復培 養 した。 導 入 した耐性 遺伝 子 に応 じ、抗 生物 質 を含 むAntibioticMedium3培
地 にプ レーテ ィング して、37QCまた は30。Cで一 夜培 養 した。
プラス ミ ドの作製
本 研究 で用 いた プラス ミ ドは全 て一般 的 なII型制 限酵素 を用 いた ク ロー ニ ング法 に基 づ いて作 成 し
た。制 限酵 素 はTakaraまた はNewEnglandBiolabs(NEB)社の ものを用 い、 反応 はそれ ぞれ の酵素
のマ ニ ュアル に従 って行 った。 ラ イゲー シ ョン反応 はT4DNAligase(Takara)を用 い、16℃でオ ーバ
ーナ イ ト反 応 させ た。
ライゲー シ ョン反応後 の プ ラス ミ ドの導入 は全 てDHI株 を用 いて、 エ レク トロポ レー シ ョン法 に
よ って導入 した。37。Cでオ ーバ ーナ イ ト(16時間)培 養 したDH1株 をO.5mMのIPTGが 入 った
200mlのLB培地 に0.5ml植菌 し、37℃で約1.5時間培養 した。 そ の後 遠 心分離 に よって菌体 を回
収 後、 滅菌 した10%グ リセ ロール溶 液 で3回 洗浄 した。洗 浄後 、約40μ1に懸濁 した菌体 をPCR
断 片(5μ1)と混ぜ、MicroPulser(Bio-Rad)を用 いて約5ミ リ秒 、2.5kVの電圧 をか ける ことに よ ってエ
レク トロポ レー シ ョンを行 った後 、速 や か にSOC培 地 を力口えて、300Cで一 時間 回復 培養 を行 っ
た。 その後 、導 入 した耐 性遺伝 子 に応 じ、 抗生 物質 を含 むAntibioticMedium3培地 に プ レー テ ィ ン
グ して37。Cまた は30。Cでオ ーバ ーナ イ ト培養 した。
目的 の プラス ミ ドが導入 された コロニー が得・られ た ら、NucleoSpin⑥Plasmid
EasyPure(MACHEREY-NAGEL)を用 いて プラス ミ ドを抽 出 し、 目的 の菌株 にエ レク トロポ レー シ ョ
ン法 を用 いて導 入 した。
MMS耐 性 の測 定
実験 は野 生株 △yo∂A,△xthA,△ho/C,△yo∂AxthA,△xthAho/C,△yo∂AxthAho/Cの七 つ の株 に対 して
行わ れ た。格株 そ れぞ れをLB培 地2mlに 植 えて37QCで一 晩培 養 した。この培 養液 を それ ぞれ0.1%
グル コース入 りLB培 地2mlに100ml力口えて37。Cで5時 間培 養後 それ ぞれPBS200μ1に4μ1力口え
た。これ を さ らにPBS200μ1に4μ1力口え て適 当な希 釈率 にな る まで繰 り返 し、株 ごとにそ れぞ れP
寒天 培地 とMMS入 りAntibiOticMedium3寒天 培地 に塗 り、370Cで 一晩 培養 した。 その後 コ ロニ
ー数 を数 え て、生 存率 を計 測 した。
PBSの 組 成(1L当 た り、 オ ー トク レー プ に よ り滅 菌)
NaCI89
KCIO.29
Na2HPO41.45g
KH,PO,O.25g
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